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(57) Abstract 

New cationic and polycationic amphiphiles are capable of building aggregates with macromolecules, in particular DNA orRNA. Also 
disclosed is their insertion into prokaryotic and eucaryotic cells. Compounds with a spermyl-dioleoyloxypropyl structure have proven to be 
particularly advantageous. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft neue kationische bzw. poly kationische Amphtphile, welche zur Aggregatbildung mit Makromolekulen, 
insbesondere mit DNA oder RNA befahigt sind, und deren Einschleusung in prokaryotische oder eukaryotische Zellen. Dabei haben 
sich Verbindungen mit Spermyl-dioleoyloxypropyl-Struktur als besonders vorteilhaft erwiesen. 
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Neue kationische und polykationische Amphiphile, diese enthaltende Reagenzien 
und deren Vervvendung 

Die Erfindung betrifft neue kationische bzw. polykationische Amphiphile, welche zur 
Aggregatbi Idling mit Makromolekxilen, insbesondere mit DNA oder RNA befahigt sind, 
und deren Einschleusung in prokaryotische oder eukaryotische Zellen. 

Amphiphile (z.B. Tenside, Detergenzien) spielen allgemein schon seit einiger Zeit eine 
Rolle im taglichen Leben. Kationische Amphiphile haben dagegen erst durch die Pio- 
nierarbeiten von Feigner in letzter Zeit groBere Beachtung gefunden, da man mit ihrer 
Hilfe DNA und RNA in Zellen einschleusen und diese somit transfizieren kann (P.L. 
Feigner et al M Proc. Natl Acad. ScL, USA £4, 7413-7417 ( 1987); P. Hawley-Nelson. 
WO 94/05624 et al., LP. Behr, EP 03941 11). 

Die dabei verwendeten Reagenzien sehen im einzelnen sehr verschieden aus. Dies liegt 
zumeist daran, daB sie empirisch gefunden wurden. Man konnte also keine Verbindung 
gezielt fur die hier zur Rede stehende Anwendung bereitstellen. Zudem laBt sich durch 
die Tatsache, daB es Verbindungen gibt, die nur im Gemisch mit anderen Reagenzien 
eine Wirkung zeigen, die ganze Kompiexizitat der Transfektion erkennen. Ein Uber- 
blick dermeisten bislang gefundenen Reagenzien gibt Behr {Bioconjugate Chem., 5, 
382-389 (1994) und darin angegebene Referenzen). Generell gilt jedoch, daB die iiber- 
wiegende An Zahl der Reagenzien Liposomen bilden konnen. 

Der Mechanismus der Transfektion mittels kationischer Amphiphile ist noch wenig ver- 
standen. DaB die Liposomen durch ihre positive Ladung mit der DNA einen noch posi- 
tiv geladenen Komplex bilden und dieser sich an die negativ polarisierte Zellmembran 
anlagert, erscheint noch plausibel (P.L. Feigner, Nature 337. 387-388 (1989)). Wie die 
Durchdringung der Zellmembran und der Transport zum Zellkern geschieht, ist jedoch 
ungewiB. 

Trotzdem lassen sich fur neue Reagenzien neben der Transfektionseffizienz noch eine 
Reihe anderer Anforderungen formulieren: 

- fur die Effizienz sollten keine Vorbehandlungen der Zellen wie z.B. Permeabilisie- 
rung der Zellmembran durch DMSO : einem Detergenz wie z.B. Digitonin oder An- 
kratzen vonnoten sein. 

- die Reagenzien sollten moglichst keine Toxizitat zeigen, insbesondere nicht bei der 
effektivsten Konzentration und vorzugsweise biologisch abbaubar sein. 

- sie sollten auf alle in Frage kommenden Zellen gleichermafien verwendet werden 
konnen. 
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- sie sollten auf alle in Frage kommenden Zellen gleichermaflen verwendet werden 
konnen. 

- sie sollten keine Spezifitat gegeniiber bestimmten DNA-Molekulen haben. 

- sie sollten auch in vivo anwendbar sein. Dies bedeutet, dafi neben der Toxizitat auch 
die Vertraglichkeit mit Serum eine bedeutende Rolle spieit. Gerade bier hat sich 
haufig eine drastische Abnahme der Transfektionseffizienz gezeigt. 

Der Erfindung lag somit die Aufgabe zugrunde, entsprechende Reagenzien, die diesen 
Anforderungen gleichermaBen genugen, zur Verfugung zu stellen. 

Die Aufgabe wird durch bestimmte kationische, lipidische Amphiphile gelost, mit deren 
Fhlfe sich anionische Verbindungen, wie z.B. DNA in Zellen einschleusen lassen. und 
die dabei uberraschend verbesserte Eigenschaften im Hinblick der oben aufgefuhrten 
Anforderungen zeigen. 

Insbesondere dienen als Amphiphile Verbindungen der allgemeinen Formel (I) 
R,0 — I 

— A u (I) 

wobei 

R, eine gesattigte oder ungesattigte C(0)-C,.23 oder gesattigte oder ungesattigte C, 24 - 
Gruppe darstellt, 

A, eine 0-R 2 -Gruppe, wobei R, die fur R, angegebene Bedeutung hat und gleich oder 
von R, verschieden sein kann, 

A 2 einen NR 3 X- oder einen N + R 3 R 4 R 5 Y"-Rest, wobei 

R 3 , R,, die untereinander gleich oder verschieden sein konnen, Wasserstoff. eine 
Alkylgruppe mit 1 bis 4 C-Atomen, eine (CH 2 ) n -OH- oder eine (CH 2 ) n - 
NH 2 -Gruppe mit n = 2-6 bedeuten, 

R s , welcher gleich oder verschieden von R 3 oder R 4 sein kann, Wasserstoff, 
eine Alkylgruppe mit 1 bis 4 C-Atomen, eine (CH 2 ) n -OH-, eine (CH,)„- 
Halogenid-, oder eine ((CH 2 ) m NH) 0 -(CH 2 ) n -NH 2 -Gruppe bedeuten, wobei 
m eine ganze Zahl von 2 bis 6 ist und gleich oder verschieden von n oder o 
sein kann, wobei n eine Zahl von 2 bis 6 und o eine ganze Zahl von 0 bis 4 
sein kann, 



X 



zusatzlich zu der Bedeutung fur R 5 , folgende Bedeutung haben kann: eine 
amidisch gebundene Aminosaure, ein amidisch gebundenes Peptid bzw. 
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R« ein -(CH 2 ) m -NR 7 R 8 -, ein -(CH 2 ) m -N + (R 7 ) 2 R 8 oder ein -(CH,) m -N + (R 7 ) 3 - 
Rest 

und m eine Zalil von 1 bis 5 sein kann, 

o 

R 7 Wasserstoff oder eine Alkylgruppe mit 1 bis 4 C-Atomen, 

R 8 eine -(CH 2 ) n -N(R 7 ) 2 - oder -(CH 2 ) n -N + (R 7 ) 3 -Gruppe, wobei n eine Zahl 
von 2 bis 4 ist und R 7 die oben angegebene Bedeutung haben kann und 

Y ein pharmazeutisch akzeptables Anion ist, 

B x ein NH[C(0)-(CH 2 )p -NH]q - Z -Rest, wobei p eine Zahl von 1 bis 6 und q eine 
Zahl von 0 bis 2 ist, 

Z eine amidisch gebundene Aminosaure, ein amidisch gebundenes Peptid 

bzw. Polypeptid eine -CCCO-CHR^N (R 7 ) 2 -, eine -C(0)-CHR 6 N + (R 7 ) 3 -, 
eine C(0)-CHR 6 N + (R 7 ) 2 R 8 - oder eine -C(0)-CHR 6 NR 7 R 8 -Gruppe dar- 
stellen und bis R g und m die oben angegebenen Bedeutungen haben, 

und 

B 2 die fur A, angegebene Bedeutung haben kann und die Bedeutung von A, nur mit 
B,, die von A 2 nur mit B 2 gilt. 

Bevorzugt sind dabei solche Verbindungen, bei denen die Reste R, und A, Alkylreste 
mit 10 bis 20 C-Atomen aufweisen. Dariiber hinaus sind solche Verbindungen, in denen 
A 2 die Bedeutung NR 3 X aufweist, bevorzugt, und zwar insbesondere solche, wobei R 3 
Wasserstoff und X eine amidisch gebundene Aminosaure, ein geeignetes Aminosaure- 
derivat, ein Peptid bzw. Polypeptid bedeuten. 

Als pharmazeutisch akzeptables Anion, Y, kommen insbesondere Halogenide, Mono- 
methylsulfat, Acetat, Trifluoroacetat und Phosphat in Betracht. 

Als besonders geeignet haben sich folgende erfindungsgemaBen Verbindungen er- 
wiesen: 

2-(6-Carboxyspermyl)- 1 ,3-dioleoyloxy-propylamid, 2-(N,N,N,N',N',N 5 -Hexamethy 1- 
ornithyl)-l,3-dioleoyloxy-propylamid, l-(6-Carboxyspermyl)-2,3-dioleoyloxy-pro- 
pylamid und/oder 2,3- Dioleoyloxy-N-G^-(spermyl)-glycyl)-aminopropan sowie ent- 
sprechende Derivate hiervon. Aber auch 2-(6-Carboxyspermyl)-l,3-dimyristoyloxy- 
propylamid, 2-(l,l, 1,5,5, 10,10,14,14, 14-Decamethyl-6-carboxyspermyl>l,3- 
dioleoyloxy-propylamid und/oder 2-( N,N,N,N',N\N'-Hexamethyllysyl)-1,3- 
dioleoyloxy-propylamid haben sich als geeignet erwiesen. 

Des weiteren betrifft die vorliegende Aiuneldung die Herstellung von Reagenzien mit 
Transfektionseigenschaft. Dabei kdnnen die neuen Reagenzien gleichermafien als L6- 
sung in einem wasser-mischbaren Losungsmittel oder als waBrige, liposomale Formu- 
lierung angewendet werden. Bei der Erprobung ihrer Transfektionseffizienz fiel auf. 
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sung in einem wasser-mischbaren Losungsmittel oder als waflrige, liposomale Formu- 
herung angewendet werden. Bei der Erprobung ihrer TransfektiLeffizienz fiel X 

- daB sie in Serum-freiem Medium bereits eine meistens bessere Effizienz zeigen als 
anderekommerziellerhaltlicheProdukte, g 

~ DNaI^ SerU ™; fr S m Medium ubeiraschenderweise ein breiteres Plateau des 
DNA^leagenz-Verhaltmsses bei ahnlicher Transfektionseffizienz zulieBen, 

" £1! ^ ^^^^se die gleiche oder eine bessere Effizienz in Serum- 
haltigen Medium zeigten, 

- dafisich die Effizienz durch liposomale Formulierung noch steigern lieB, 

- ^^h uberraschenderweisedieVerbindimgenalsweimuswenigert^^ 
wiesen als Verbindungen mit ahnlicher Transfektionseffizienz im Serum-freien 
oystem. 

In den Abbildungen 1 and 2 sind die Transfektionseffizienzen einiger ausgewahlter 
Verbmdungen im Vergleich zu bekannten Reagenzien dargestellt. gewamter 

^^^^TT^ Verbindungen erfolgt nach dem fur den Fachmann 
t n a ? (J- March: Advanced Organic Chemistry; John Wiley & Sons, 1985 

Sl^od °H f y L PnnCiPleS ° f PeptidC Synthesis; S ?™& r Veria S> WW), wobei die 
^llr^\ gg " hromat ° graphiSCh insbesond ^ durch Ionenaustiuscherchromatogra- 
T^gerX" ^ EntSprechende Reaktionsschemata sind in den Abbildungen 3 bfs 

lenZlfT 8 f neuer Transfektionsreagenzen war, daB die entspre- 

chenden Verbindungen kationisch und zur Aggregatbildung geeignet sind, da bislang 

k / °Sf 8dadenen Transfektion fuhrten (es gibt Beispiele bei 

me h"~ A mitt ? RCagenZien * die ZelIe « ert werd - 
nte. Hierzu mussen sie dann aber m Liposomen eingeschlossen sein, bei deren Darstel- 

hrng das zu befordemde Molekul (z .B. DNA) u.U. geschadigt werden kan_n. Generef 

wurden durch solche Komplexe keine hohen Effizienzen erzTelt (siehe z.B. A. Cudd C 

Nicolau ™ Liposome Technology (Gregoriadis Ed.), (1984) CRC Press Inc. Boca Raton, 

It™ n H 0 ' p- B< ? adllla - M - Garcia " Sanz ' M- Lejarreta, F. Unda, E. Hilario in Bio- 
chem. Biophys. Res. Commun. 152, 174 (1993)). 

Ein weiterer Ansatzpunkt war, daB die Verbindungen dazu imstande sein sollten Lipo- 

V^btd^ 11 - T tt" *** ^ Wamm faSt ausscW ^Hch Liposomen-b'ildende 
Verbmdungen zur Transfektion geeignet sind. Wie neueste Erkenntnisse (H. Gershon, 

ber?^ - j » Uttman ' t. MinSky in Bi °<*emistry 3JL 7143 (1993) und B. Stern- 

berg, FX. Sorgi, L. Huang in FEBS Letters 25A 361 (1994) zeigen, tragen sie zur Aus- 
S ^^^^^tr^ bei, welche ^sLZ h ^ 

SeL de d 7 I Re T nZim S leichermafien gilt und in welcher Form diese zL 

rassieren der Zellmembran beitragen, ist bis heute ungeklart. 



BNSDOCID: <WO 9700241 A1_l_> 



WO 97/00241 



PCT/EP96/02541 



r 

Aus diesen Uberlegungen heraus resultierten die folgenden de novo-Synthesen, welche 
in den Schemata gemafi der Abbildungen 3 bis 7 dargestellt sind. 

Fur die Bereitstellung von entsprechenden Reagenzien wie beispielsweise pharmazeu- 
tischen Formuiierungen stehen generell mehrere Methoden gemafl dem Stand der Tech- 
nik zur Verftigung. Insbesondere werden liposomale und ethanolische Formuiierungen 
verwendet, wobei sich bereits die verschiedenen Liposomen-Arten in ihrer Effizienz un- 
terscheiden konnen (Zur Darstellung von Liposomen siehe z.B. H. Schreier in Pharma- 
zie in unserer Zeit H, 97 (1982)). 

Die erfindungsgemaflen Verbindungen konnen jedoch nicht nur als Liposomen, sondern 
auch in Form anderer Aggregate fur die Transfektion verwendet werden. Sowohl bei der 
Liposomen- wie auch bei der Aggregatbildung konnen neben den erfindungsgemaflen 
Verbindungen zusatzlich andere lipidische Verbindungen zugegen sein. Hier sind bei- 
spielsweise Verbindungen aus der Klasse der Phospholipide geeignet; aber auch weitere 
dem Fachmann an sich bekannte Verbindungen konnen hier zum Einsatz kommen. 

Es ist ebenso als uberraschend anzusehen, dafl sich bei den erfindungsgemaflen, hier 
erstmals beschriebenen Verbindungen des Typs 3, 6, 12 oder 15 (s. Beispiele 3, 6, 12 
und 1 5) Liposomen erzeugen lassen. 

Die Transfektionen wurden exemplarisch an HeLa-Zellen mit pSV2-CAT-Plasmid 
(Gorman, CM. et al., Mol. Cell. Biol. 2J 044-1051 (1982)) durchgefuhrt Die Trans- 
fektionseffizienz wird durch den CAT-ELISA-Kit (Boehringer Mannheim GmbH) be- 
stimmt und ist in den Abbildungen 1 und 2 im Vergleich zu bekannten Reagenzien dar- 
gestellt. 

Wegen ihrer geringen Toxizitat lassen sich diese Verbindungen (selbst oder in Verbin- 
dung mit anderen lipidischen Verbindungen) auch in vivo anwenden. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung weiter: 
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Beispiel 1 

Synthese von 2-(N-^r/.-Butyloxycarbonyl-L-alanyl)-13-dihydroxy propylamid 1 

In einem Rundkolben mil Blasenzahler wurden 756 mg (4 mmol) Boc-L-alanin und 
600 ul (4.3 mmol) Tnethylamin, gelost in 10 ml abs. THF, vorgelegt und auf - 10 °C 
abgekiihlt. Nun wurden 320 ul (4 mmol) Chlorameisensauremethylester zugegeben und 
30 nun bei 0 C geruhrt. Nach Zugabe von 456 mg (5 mmol) 2-Amino-U-propandiol 
wurde soviel Wasser zugesetzt, bis sich eine homogene Losung bildete und noch 1 h bei 
Raumtemperatur geruhrt. Nach Entfemen des THF wurden 50 ml Ethylacetat zugege- 
ben. Die organische Phase wurde mit ges. NaHC0 3 -Losung und ges. NaCl-Losung ge- 
waschen und iiber Na 2 S0 4 getrocknet. Nach Entfemung des Losungsmittels erhielt man 
332 mg (32 %) ernes larblosen Ols. 

l H-NMR (CDC1 3 ): 5 = 1 .32 (d; 3 H; J=7. 1 Hz; CH-CH 3 ); 1 .40 (s; 9 H- C(CH,)0- 

rJI'^ t ?c CH (CH2 ° H) ^ ; 385 " 40 ^ 1 H; NH-CH); 4.0- 4.5 (m; 3 H NH- 
CH, 2 x OH); 5.6-5.8 (m; 1 H; NH-CH (CH 2 OH) 2 ); 7.0-7.35 (m; 1 H; OOC-NH-CH). 

,3 C-NMR (CDCI 3 ): 6 = 1 8.4 (CH-£H 3 ); 28.2 (C(£H 3 ) 3 ), 52.2 (NH-£H-CO)- 52 4 
(£H(CH 2 OH) 2 ); 61.8 (CH(£H 2 OH) 2 ); 80.2 (£(CH 3 ); 155.7 (NH-£CO); 173.8(CH-£0- 

NH). 
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Beispiel 2 

Synthese von 2 (N-ter£-ButyloxycarbonyI-L-alanyl)-l,3-dioleoyloxy propyiamid 2 

In einem Rundkolben wurde eine Losung von 598 mg (2.28 mmol) 1, 1.610 g 
(5.70 mmol) Olsaure 1.176 g (5.70 mmol) DCC und 28 mg (0.23 mmol) Dimethyl- 
aminopyridin in 40 ml abs. CH 2 C1 2 uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlie- 
Bend wurde filtriert und das Filtrat einrotiert. Das Rohprodukt wurde durch Saulenchro- 
matographie (Kieselgel, CH 2 C1 2 : MeOH = 30:1) gereinigt. Man erbielt 1.450 g, (80 %) 
eines farblosen ©Is, 

'H-NMR (CDC1 3 ): 5 = 0.87 (t; 6 H; J=6.6 Hz; 2 x CH 2 -CH 3 ); 1.15-1.5 (m; 43 H; CH- 
CH 3 , 2 x CO-(CH 2 ) 2 -(CH 2 ) 4 , 2 x (CH 2 ) 6 -CH 3 ); 1 .43 (s; 9 H; C(CH 3 )3; 1.5-1.7 (m; 4 H; 
2 x CO-CH 2 -CH 2 ); 19-2.1 (m; 8 H; 2 x CH 2 -CH=CH-CH 2 ); 2.30 (t; 4 H; J=7.6 Hz; 2 x 
CO-CH 2 ); 4~.0-4.25 (m; 5 H; NH-CH, 2 x CH 2 OOC); 4.35-4.5 (m; 1 H; NH-CH); 4.9- 
5.0 (m; 1 H; NH-CH-CH 2 ); 5.25-5.45 (m; 4 H; 2 x CH=CH); 6.5-6.65 (m; 1 H; OOC- 
NH-CH). 

13 C-NMR (CDC1 3 ): 5 = 14.0 (2 x C(l 8)H 3 ); 22.5 (2 x C(17)H 2 ); 24.7 (2 x C(3)H 2 ); 
27.0, 27.1, 28.98, 29.04, 29.2, 29.4, 29.56, 29.62 {2 x [C(4)H 2 -C(7)H 2 , C(12)H 2 - 
c(16)H 2 ]}; 28.1 (C(£H 3 ) 3 ); 31.8 (2 x C(2)H 2 ); 33.87, 33.88 {2 x [C(8)H 2 , C(11)H 2 ]}; 
47.2 (CH(CH 2 0 2 C-R) 2 ); 62.4 (CH(£H 2 0 2 C-R) 2 ); 129.6, 129.9 (2 x CH=CH); 172.4 
(CH-£0-NH); 173.4 (CH 2 -COO). 
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BeispieI3 

Synthese von 2-L-AIanyI-13-dioleoyloxy-propylamid 3 

ln u ei ™ i 5 undkolben m * Blasenzahler wurden 702 mg (0.89 mmol) 2, gelost in 6 ml 
abs. CH 2 C1 2 , vorgelegt und 2 ml (26.12 mmol) TFA zugegeben. Nach 30 min Riihren 
bei Raumtemperatur wurde die Reaktionsmischung in einem Scheidetrichter iiberfiihrt 
und 50 ml CH 2 C1 2 sowie 28 ml 1 N NaOH zugegeben. Die organische Phase wurde mit 
10 ml ges. NaHC0 3 -L6sung gewaschen und iiber Na 2 S0 4 getrocknet. Nach Entfernen 
des Losungsmittels erhielt man 599 mg (97 %) eines fast farblosen Ols. 

'H-NMR (CDC1 3 ): 5 - 0.75-0.9 (m; 6 H, 2 x CH,-CH 3 ); 1.1-1.4 (nr 43 H" CH-CH, •> 
x COKCH ) 2 XCH 2 ) 4 , 2 x (CH 2 ) 6 -CH 3 ); 1 .4-1.7 (m; 6 H; N k 2 , 2 x CO-CH, CH 2 ); Ss"-" 

? M~ r^ U ^: CH ' CU2); 2 30 (t; 4 H; J=7 5 2 x CO " C H2); 3.35-3.55 

£ 1 ^^t?, ( ? 4 H; 2 X C ^OOC); 4.3-4.5 (m; 1 H; NH-CH); 5.2-5.4 
(m; 4 H; 2 x CH=CH); 7.5-7.65 (m; 1 H; CO-NH-CH). 

' 3 7 C ; N ^ ( ^ C ]3 ): 8 = 14 -° (2 x C VWi>> 22 - 5 ( 2 x C(17)H 2 ): 24.7 (2 x C(3)H 2 ); 

■f'^J Q 2 * 2 ' 29A > 29 ' 5 > 2 ^> (2 x [C(4)H 2 -C(7)H 2 , C(12)H 2 -C(16)H ]}; 
?™Sf 33 - 9 P X [C(8)H2 ' C(1 1)H ^' 46 7 COTCH 2 0 2 C-R) 2 ); 62.5 

rnnf 2 2 ^ I29 ' 5 ' ^ (2 x CH=CH); 173 3 (CH-£0-W[); 173 .4 (CH 2 - 
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Beispiel 4 

Synthese von 2-(N,N'-Di-/e/t.-butyIoxycarbonyI-L-ornithyl)-13-dihydroxy- 
propylamid 4 

In einem Rundkolben mit Blasenzahler wurden 2.000 g (6 mmol) Boc-L-omithin und 
900 jil 6.45 mmol) Triethylamin gelost in 25 ml abs. THF, vorgelegt und auf -10 °C 
abgekuhlt. Nun wurden 480 \i\ (6 mmol) Chlorameisensauremethylester zugegeben und 
30 rriin bei 0 °C geriihrt. Nach Zugabe von 684 mg (7.5 mmol) 2-Amino-l,3-propandiol 
wurde soviel Wasser zugesetzt, bis sich eine homogene Losung bildete und noch 1 h bei 
Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurden in Ethylacetat auf- 
genommen, mit ges. NaHC0 3 -L6sung und ges. NaCl-Losung gewaschen und liber Na 2 
S0 4 getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels erhielt man 1.987 g (82 %) 4 als 
farblose Kxistalle. 

l H-NMR (CDC1 3 ): 5 = 1.42 (s; 9 H; C(CH 3 ) 3 ); 1.4-1.95 (m; 4 H; CH 2 -CH 2 -CH 2 -NH); 
3.0-3.2 (m; 2 H; CH 2 NH); 3.6-3.8 (m; 4 H; CH(CH 2 OH)2); 3.9-4.05 (m; 1 H; NH-CH,) 
4.05-4.6 (m; 3 H; NH-CH, 2 x OH); 5.2-5.4 (m; 1 H; NH-CH); 5.8-6.05 (m; 1 H; NH- 
CH); 7.35-7.5 (m; 1 H, NH-CH). 

I3 C-NMR (CDCI3): S = 26.1 (£H 2 -CH 2 -CH 7 -NH); 28.4 (C(£H 3 ) 3 ); 28.5 (C(£H 3 ) 3 ); 
30.1 (£H 2 -CH 2 -NH); 40.0 (CH r NH); 52.9 (OKC^OH)^; 54.4 (NH-£H-CO); 61.8 
(CH(£H 2 OH) 2 ); 79.3 (£(CH 3 ) 3 ); 80.1 (£(CH 3 ) 3 ); 156.1 (NH-£00); 156.5 (NH-COO); 
173.3 (CH-CO-NH). 
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BeispieI5 

Synthese von 2-(N,N'-Di-ter/.-but y loxyc a rbonyl-L-lornithyI)-l,3-dioleoxv- 
propylamid 5 

In einem Rundkolben wurde eine Losung von 1 .898 g (4.68 mmol) 4 3 305 g 
(1 1.7 mmol) Olsaure, 2.414 g (1 1.7 mmoi) DCC und 57 mg (0.47 mmol) Dimethyl- 
anunopyndm in 50 ml abs. CH 2 C1 2 uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlie- 
Cend wurde filtnert und das Filtrat einrotiert. Das Rohprodukt wurde durch Saulenchro- 
matographie an Kieselgel (CH 2 C1 2 : MeOH = 30:1) gereinigt. Man erhielt 1.678 g (38%) 
des Produktes als farblosen, wachsartigen Feststoff Smp. 52 - 54 °C. 

IchT^m? C ^\ni^ 6 H ' 2 X CH2 - CH ^ 105 - L5 40 H; 2 x CO- 

(CH 2 ) 2 -(CH 2 ) 4 , 2 x (CH2VCH3); 1.42 (s; 18 H; 2 x C(CH 3 ) 3 ); 1.45-1.85 (nv 8 H* CH,- 

CH 2 -CH 2 -NH, 2 x CO-CH 2 -CH 2 ); 1.85-2.1 ( m; 8H; 2 x CH^CH-cS 2 2-: ifs 

S nnr, VSfft* 3 ;°' 3 35 (2 m; 2 H; CH2 " NH) ' 4(M - 25 5 H - NH " C H, 2 x 
cuf? PL , /J"? 1H ' NH " C H); 4-7-4.8 (m; 1 H; NH-CH); 5.1-5.2 (m; 1 H, NH- 
CH); 5.2-5.4 (m; 4 H; 2 x CH=CH); 6.65-6.8 (m; 1 H; OOC-NH-CH). 

^o C ' 3 £ x 5 ^, 14 0 (2 X C(18)H3); 22J (2 X C 0 7 >H 2 ); 24.6 (2 x C(3)H 2 ); 
26.2, (£H 2 -CH 2 -CH 2 -NH); 27.0, 27.1, 28.97, 29.04, 29.2, 29.4, 29 56 29 61 (2 x 
[C(4)H 2 -C(7)H 2 , C(12)H 2 -C(16)H 2 ] und £H 2 -CH 2 -NH}; 28.1, 28.3 (2 x C(Ch\u- 31 7 

£0 fcH 2 ^ OO) 6 ' 129 - 8(2XCH=CH ) ; 156.3 (NH-COO); 173.30, 173,33 (CH- 
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Beispiel 6 

Synthese von 2-L-Ornithyl-l,3-dioleoyloxy-propylamid 6 

In einem Rundkolben wurden 421 mg (0.451 mmol) 5, gelost in 3 ml abs. CH 2 C1 2 , 
vorgelegt und 1 ml (13.06 mmol) TFA zugegeben. Nach 30 min. Ruhren bei Raumtem- 
peratur wurde die Reaktionsmischung mit 200 ml CH 2 C1 2 verdunnt, zweimal mit ges. 
NaHC0 3 -L6sung gewaschen und iiber Na 2 S0 4 getrocknet. Nach Entfernen des L6- 
sungsmittels erhielt man 296 mg (89 %) eines fast farblosen Ols. 

'H-NMR (CDC1 3 ): 6 = 0.86 (t; 6 H; J-6.7 Hz; 2 x CH 2 -CH 3 ); 1.1-1.45 (m; 40 H; 2 x 
CO-(CH 2 ) 2 -(CH 2 ) 4 , 2 x (CH 2 )6-CH 3 ); 1 .45-1 .7 (m; 8 H; CH 2 -CH 2 -CH 2 -NH 2 , 2 x CO- 
CH 2 -CH 2 ); 1 .9-2.1 (m; 8 H; CH r CH=CH-CH. 2 ); 2.30 (t; 4 H; J = 7.5 Hz; 2 x CO-CH 2 ); 
2.6-3.1 (m; 4 H; 2 x NH 2 ); 3.15-3.55 (m; 2 H; CH 2 -NH 2 ); 3.55-3.75 (m; 1 H; NH-CH); 
4.0-4.25 (m; 4 H; 2 x CH 2 OOC); 4.3 - 4.5 (m; 1 H; NH-CH); 5.2-5.4 (m; 4 H; 2 x 
CH=CH); 7.65-7.75 (m; j H; CO-NHCH). 

13 C-NMR (CDCI3): 5 = 14.0 (2 x C(18)H 3 ); 22.5 (2 x C(17)H 2 ); 24.7 (2 x C(3)H 2 ); 
26.99, 27.04, 29.1, 29.3, 29.5, 29.6 {2 x [C(4)H 2 -C(7)H 2 , C(12)H 2 -C(16)H 2 ], £H 2 -£H 2 - 
CH 2 NH}; 31.7 (2 x C(2)H 2 ); 33.9 (2 x [C(8)H 2 , C(l 1)H 2 ]); 46.7 (£H(CH 2 02C-R) 2 ); 
54.6 (NH 2 -£H-CO); 62.5 (CH(£H 2 0 2 C-R) 2 ); 129.5, 129.8 (2 x CH=CH); 173.31, 
1 73.6(CH-CO-NH, 2 x CH 2 -COO); 1 74.7 (CH-CO-NH). 
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Beispiel 7 

Synthese von N-^rt.-ButyloxycarbonyI-13-dihydroxy-propylamin 7 

In einem Rundkolben wurde eine Losung von 1 .07 ml (5 mmol) Boc 2 0, 697 ul 
^mmol) Tnethy amin und 456 mg (5 mmol) 2-Amino-l,3-pr 0 pandi o l in 10 ml 
TOFAVasser (1:1) uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfemen des THF 
am Rotationsverdampfer wurden 50 ml Ethylacetat und 10 ml ges. NaCl-Losung zu- 

= 144 (S: 9 * C(CH 3 )3); 3.4-3.85 (m; 7 H; CH(CH 2 OH) 2 ); 5.3- 
iS^^^^S^ 53 - 3 ^(CH 2 OH )2); 6Z6 (CH (C H 2 OH )2); 
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Beispiel 8 

Synthese von N-Zer/.-Butyloxycarbonyl-l^-dioleoyloxy-propylamin 8 

In einem Rundkolben wurde eine Losung von 478 mg (2.5 mmol) 7, (1.695 g) (6 mmol) 
Olsaure, 1 .28 g (6 mmol) DCC und 12 mg (0. 1 mmol) Dimethylaminopyridin in 25 ml 
abs. CH 2 C1 2 iiber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlieBend wurde filtriert und 
das Filtrat einrotiert. Das Rohprodukt wurde durch Saulenchromatographie an Kieselgel 
(Hexan: Ethylacetat = 5:1) gereinigt. Man erhielt 1.482 g (82 %) des Prpduktes als 
farbloses Ol. 

'H-NMR (CDCI 3 ): 5 = 0.86 (t; 6 H; J=6.6 Hz; 2 x CH 2 CE 3 ); 1.1-1.5 (m; 40 H; 2 x 
CO-(CH 2 ) 2 )-(CH 2 ) 4 , 2 x (CH 2 ) 6 -CH 3 ); 1.43 (s; 9 H: C(CH 3 ); 1.5-1.7 (m; 4 H; 2 x CO- 
CH2-CH2); 1 -9-2.1 (m; 8 H; 2 x CH 2 -CH=CH-CH 2 ); 2.30 (t; 4 H; J=7.5 Hz; 2 x CO- 
CH 2 ); 3.95-4.25 (m; 5 H; NH-CH, 2 x GH 2 OOC); 4.7-4.85 (m; 1 H; OOC-NH-CH); 
5.25-5.45 (m; 4 H; 2 x CH=CH). 

!3 C-NMR (CDCI3): 5 = 14.0 (2 x C(l 8)H 3 ); 22.5 (2 x C(17)H 2 ); 24.7 (2 x C(3)H 2 ); 
27.0, 27.1, 28.96, 29.02, 29.2, 29.4, 29.55, 29,62 {2 x [C(4)H 2 -C(7)H 2 , C(12)H 2 - 
C(16)H 2 ]}; 28.2 (C(£H 3 ) 3 ); 31.8 (2 x C(2)H 2 ); 33.9 {2 x [C(8)H 2 , C(l 1)H 2 ]}; 48.4 
(£H(CH 2 0 2 C-R) 2 ); 62.8 (CH(£H 2 0 2 C-R) 2 ); 79.8 (£(CH 3 ) 3 ); 129.6, 129.8 (2 x 
CH=CH); 154.9 (NH-COO); 173.3 (CH 2 -£00). 



.9700241 A 1_l_> 



WO 97/00241 



PCT/EP96/02541 



Beispiel 9 

Syn these von 13-DioIeoyloxy-2-propylamin 9 

In einem Rundkolben wurden 720 mg (1 mmol) 8, gelost in 3 ml abs. CH,C1 2 vorgelegt 
und 1 ml ( 13.06 mmol) TFA zugegeben. Nach 30 min Riihren wurde die Reaktionsmi- 
schung mit 50 ml CH 2 C1 2 verdiinnt, mit 1 0 ml ges. NaHC0 3 -L6sung gewaschen und 
uber Na 2 S0 4 getrocknet. Nach Entfemen des Losungsmittels erhielt man 589 m C95 %^ 
eines farblosen Ols. 

'H-NMR (CDC1 3 ): 5 = 0.87 (t; 6 H; J=6.6 Hz; 2 x CH 2 -CH 3 ); 1.1-1.5 (m- 40 H" 2 x 
CO-(CH 2 ) 2 )-(CH 2 ) 4 ,2x(CH 2 ) 6 -CH 3 ); 1.35-1.5 (m; 2 H; CH-NH 2 ); 1.5-1.7 (nr 4 H- 2 x 
rnnu 2 f?t\ l ^' 2A (m; 8 H; 2 X C H 2 -CH=CH-CH 2 ); 2.32 (t; 4 H; J=7.5 liz; 2 'x 

?S o 2) ^f;i (m; 1 H; CH - NH ^' 3 - 95 " 415 4 H; 2 x CH 2 OOC); 5.25-5.45 (m; 
4 rl, 2. X CH— CrJ). 

"C-NMR (CDCI3): 8 = 14.0 (2 x C(18)H 3 ); 22.5 (2 x C(17)H 2 ); 24.8 (2 x C(3)H 2 )- 
27.0, 27.1, 28.96, 28.99, 29.03, 29.2, 29.4, 29.55, 29.63 {2 x [C(4)H 2 -C(7)H 2 , C(12)'h 2 - 
C(16)H 2 ]}; 31.8 (2 x C(2)H 2 ); 34.0 {2 x [C(8)H 2 , C(l l)H 2 ]}; 49 {£H(CH 2 0 2 C-R) 2 } • 
65.7 {CH(£H 2 0 2 C-R) 2 }; 129.6, 129.9 (2 x CH=CH); 1 73 4 (CH 2 -£00) 
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Beispiel 10 

Synthese von 2-(N,N\N , %N , "-Tetra-/er/.-butyloxycarbonyl-6-carboxy-spermyl)^ 
dihydroxy-propylamid 10 

Zu einer Ldsung von 202 mg (312 pmol) Tetra-Boc-spermin und 47 |il (335 |imol) 
Triethylamin in 2 ml abs. THF wurden bei - 10 °C 25 |il (3 12 jimol) Chlorameisen- 
sauremethylester zugegeben und 30 min bei 0 °C geruhrt. 

Nach anschlieBender Zugabe von 36 mg 390 jamol) 2-Amino-l,3-propandiol wurde so- 
viel Wasser zugesetzt, bis sich eine homogene Ldsung bildete und danach noch 1 h bei 
Raumtemperatur geruhrt. Nach Entfemen des Losirngsmittels am Rotationsverdampfer 
wurden ca. 30 ml Ethylacetat zugegeben. Die organische Phase wurde mit ges. 
NaHC0 3 -L6sung und ges. NaCl-Losung gewaschen und uber Na 2 S0 4 getrocknet. Nach 
Entferiien des Losungsmitiels erhielt man 208 mg (93 %) eines farblosen, schaumigen 
Feststoffs. 

! H-NMR (CDCI 3 ): 5= 1.3-1.47 (m; 36 H; 4 xC(CH 3 ) 3 ); 1.5-2.05 (m; 8 H, 2 x N- 
CH 2 -CH 2 -CH 2 -N, N-CH.CH 2 -CH 2 -CH 2 -N); 2.85-3.4 (m; 10 H; 5 xN-CH 2 ); 3.65-3.8 
(m; 4 H; 2 x CH 2 -OH); 3.8-4.5 (m; 4 H; 2 x -CH-, 2 x CH 2 -OH); 4.8-5.1 (s(breit); 1 H; 
CH 2 -NH); 5.25-5.4 (s(breit); 1 H; CH 2 -NH); 7.05-7.15 (s(breit); 1 H,NH-CO). 

13 C-NMR (CDCI3): 5 = 25.0, 29.5 (N-CH-£H 2 -£H 2 -CH 2 -N); 28.0, 28.2, 28.3 (4 x 
C(£H 3 ) 3 ); 38.0, 38.1 (2 x N-CH 2 -£H 2 -CH 2 -N); 42.9, 45.0,~47.0 (ubrige Spermyl-CH 2 - 
Kohlenstoffe); 52.4 (£H(CH 2 -OH) 2 ); 59.8 (£H-CO); 63.1 (CH(£H 2 -OH) 2 ); 79.3, 79.5, 
81.1 (4 x CO-0-QCH 3 ) 3 ); 156.0, 156.1 (4 x £0-0-G(CH 3 ) 3 ); 171.1 (CO-NH). 
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Synthe S eyon2-(N,N\N",N'''.Tetr a .ter/..butyloxycarbonyl-6.carboxy-sperniyl)-13- 
dioleoyloxy-propylamid 11 

In einem geschlossenen Rundkolben wurde eine Losung von 208 mg (289 umol) 10 
204 mg (72 umol) Olsaure, 149 mg (723 nmol) DCC und 4 mg (29 umol) Dimethyl- 
aminopyndm m 6 ml abs. CH 2 C1 2 uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. 

Danach wurde filtriert, mit Hexan/Ether (3:1) nachgewaschen und das Filtrat einrotiert 
Nach Saulenchromatographie an Kieselgel (CH 2 Ci 2 /MeOH = 20:1) erhielt man 160 me 
(44 %) eines farblosen Ols. 

'H-NMR (CDC1 3 ): 5 = 0.8-0.95 (m; 6 H; 2 x CH 2 -CH 3 ); 1.2-1.4 (m; 40 H; 2 x CO- 
(CH 2 V(CH 2 ) 4 , 2 x (CH 2 ) 6 CH 3 ); 1.4-1.55 (m; 36 H; 4 x C(CH 3 ) 3 ); 1.55-1.75 (nr 10 H- 
3 x (-CH 2 -CH 2 -CH 2 -) spcnn , 2 x CO-CH 2 -CH 2 -); 1.85-2.05 (m; 10 H; (-CH-CH 2 -CH,- ' 
W 2 x CH 2 -CH=CH-CH 2 ); 2.25-2.35 (m; 4 H; 2 x CO-CH 2 ); 3.0-3.35 (nr 10 H- 

l^^'l (m; 6 H; 2 X CH " N ' CCHCOfcQjC-RW; 4.5-5.1 (s(sehr breit); 1 H; 

NH-CH 2 ); 5.25-5.35 (m; 4 H; 2 x CH=CH); 6.8-7.0 (s(breit); 1 H; NH-CO). 

"C-NMR (CDCI3): 6 = 14.4 (2 x C(18)H 3 ); 23.0 (2 x C(17)H 2 ); 25.2 (2 x C(3)H 2 ); 
27.6 (C(8)H 2 , C(l 1)H 2 ; 29.5, 29.6, 29.7, 29.9, 30.1, 32.3 «CH-£H 2 -£H 2 -CH,-) 
2 x N-CH 2 -£H 2 -CH 2 -N, 2 x C(4)H 2 -C(7)H 2 , 2 x C(12)H 2 -C(16)H 2 ); 28.7, 28^(4 7 
C(CH 3 ) 3 ); 34.0 (2 x C(2)H 2 ); 38.5, 44.6, 46.8, 47.6 (2 x N-£H 2 -CH 2 -£H 2 -N, (CH-CH 2 - 
CH 2 -£H 2 -) spenn , £H(CH,0 2 C-R) 2 ); 59.5 (CO-£H); 62.8 (CH(£H 2 0 2 C-R)2);'79 5 80 1 
81.5 (4 x CO-0-£(CH 3 ) 3 ); 130.07, 130.37 (2x £H=£H); 156.3 (4 x £0-0-C(CH^V ' 
173.7(£0-NH,2xCH 2 £00). 3)3) ' 
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Beispiel 12 

Synthese von 2-(6-Carboxy-spermyl)-l,3-dioleoyloxy-propylamid 12 

In einem Rundkolben mit Blasenzahler wurden 85 mg (68 |imol) 11 in 1 ml abs. CH 2 C1 2 
gelost und mit 400 ul TFA versetzt. Die Reaktionsmischung wurde 45 min lang bei 
Raumtemperatur geriihrt. Anschliefiend wurde mit ca. 20 ml CH 2 C1 2 versetzt, mit ges. 
NaHC0 3 -L6sung gewaschen iiber Na 2 S0 4 getrocknet. Nach Entfernen des Losungs- 
mittels erhielt man 56 mg (97 %) eines farblosen Ols. 

'H-NMR (CDC1 3 ): 8 = 0.8-0.95 (m; 6 H; 2 x CH 2 -CH 3 ); 1-15-1.4 (m; 40 H; 2 x CO- 
(CH 2 ) 2 -(CH 2 ) 4 , 2 x (CH 2 )6-CH 3 ); 1.5-1.9 (m; 12 H; 3 x (-CH2-CH 2 -CH,-) sperm , 2 x CO- 
CH 2 -CH 2 -, (-CH-CH 2 -CH 2 -) sperm ); 1 .9-2.1 (m; 8 H; 2 x CH 2 -CH=CH-CH 2 ); 2.2- 2.35 
(m; 4 H; 2 x CO-CH 2 ); 2.45-3.3 (m; 10 H; 5 x N-CH 2 ); 4.0-4.59 (m; 12 H; 2 x CH-N, 
(CH(CH 2 0 2 C-R) 2 , 2 x NH 2 , 2 x NH spenn ); 5.25-5.45 (m; 4 H; 2 x CH=CH; 7.6-7.9 
(s(breit); 1 H;NH-CO). 

U C-NMR (CDC1 3 ): 5 = 14.0 (2 x C(l 8)H 3 ); 22.5 (2 x C(l 7)H 2 ); 24.7 (2 x C(3)H 2 ); 
27.0, 27.1 (C(8)H 2 , C(l 1)H 2 ); 29.0, 29.1, 29.2, 29.4, 29.60, 29.61, 31.8 ((CH-£H 2 -£H 2 - 
CH 2 -) spenn , 2 x N-CH 2 -£H 2 CH 2 -N, 2 x C(4)H 2 -C(7)H,, 2 x C(12)H-,-C(16)H 2 ); 33.9 (2 x 
C(2)H 2 ); 41.0, 47.3, 48.8 (2 x N-£H 2 -CH 2 -£H 2 -N, (CH-CH 2 -CH 2 -£H 2 -) spem , 
£H(CH 2 0 2 C-R) 2 ); 62.0, 62.9 (CO-CH, CH(£H 2 0 2 C-R) 2 ); 129.5, 129.9 (2 x £H=£H); 
1 73.4, 1 74.2 (CO-NH, 2 x CH 2 £OQ). 
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Beispiel 13 

Synthese von 2-DimethyIamino-l,3-propandiol 13 

In einem Rundkolbcn wurden 456 mg (5 mmol) 2-Amino-l,3-propandiol vorgelegt und 
unter Eiskiihlung 1.13 ml (25 mmol) Ameisensaure (85 %, d = 1 .20)versetzt Anschlie- 
flend wurden 895 ul (12 mmol) Formaldehyd (37 %) zugefiigt und die Mischung fur 
10 h im Wasserbad auf 80 °C erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurden 3 ml 2 N Salzsaure 
zugesetzt. Die Isolation des Produktes erfolgte durch Chromatographie uber 25 g sauren 
Ionenaustauscher (DOTCX). Das so erhaltene Rohprodukt wurde durch Kurzwegde- 
stillation im Olpumpenvakuum gereinigt. Man erhielt 253 mg (42 %) eines farblosen 
Ols. 

Sdp. lmbar =105°C 

>H-NMR(DMSO-d 6 ): 5 = 2.25 (s; 6 H; N(CH 3 ) 2 ); 2.31-2.45 (m; 1 H; CH(CH 2 OH) 2 V 
3.35-3.55 (m; 4 H; CH(CH 2 OH) 2 ); 4.24 (s(breit); 2 H; CH(CH 2 OH) 2 ). 

,3 C-NMR (DMSO-d 6 ): 5 = 41 .8 (N(£H 3 ) 2 ); 58.7 (CH(£H 2 OH) 2 ); 66.7 (CHCH 2 OH) 2 ). 
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Beispiel 14 

Synthese von 2-Dimethylamino-(l,3-dioleoyloxy)-propan 14 

Eine Losung von 183 mg (1.54 mmol) 13, 1.088 g (3.85 mmol) Olsaure, 795 mg 
(3.85 mmol) DCC und 18 mg (154 nmol) Dimethylaminopyridin in 20 ml abs. CH 2 C1 2 
wurde fiber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt. Danach wurde filtriert, mit Hexan/Ether 
(3:1) nachgewaschen und das Filtrat einrotiert. Nach Saulenchromatographie an Kiesel- 
gel, (CH 2 Cl 2 /MeOH 30: 1 ) erhielt man 444 mg (45 %) des Produkts als farbloses 01. 

'H-NMR (CDC1 3 ): 5 = 0.85-0.95 (m; 6 H; 2 x CH 2 -CH 3 ); 1.2-1 .4 (m; 40 H; 2 x CO- 
(CH 2 ) 2 )-(CH 2 )4, 2 x (CH 2 ) 6 -CH 3 ); 1.55-1.7 (m; 4 H; 2 x CO-CH 2 -CH 2 -); 1.95-2.05 (m; 8 
H; 2 x CH 2 -CH=CH-CH 2 ); 2.3-2.35 (m; 4 H; 2 x CO-Cfi 2 -CH 2 -); 2.39 (s: 6 H, 
N(CH 3 ) 2 ); 2.9-3.0 (m; 1 H; CH(CH 2 0 2 C-R) 2 ); 4.1-4.3 (m; 4 H, CH(CH 2 0 2 C-R) 2 ); 5.3- 
5.4 (m, 4 H, 2 x CH=CH). 

l3 C-NMR (CDCI3): 5 = 1 4.4 (2 x C(l 8)H 3 ); 23.0 (2 x C(l 7)H 2 ); 25.3 (2 x C(3)H 2 ); 
27.55, 27.6 (C(8)H 2 , C(l 1)H 2 ); 29.50, 29.53, 29.67, 29.7, 29.8, 29.9, 30.06, 30.14, 32.3 
(2 x C(4)H 2 -C(7)H 2 , 2 x C(12)H 2 -C(16)H 2 ); 34.7 (2 x C(2)H 2 ); 42.4 (N(£H 3 ) 2 ); 61.6, 
61.9 (CH(CH 2 0 2 C-R) 2 ); 130.09, 130.36 (2 x CH=£H); 173.9 (2 x CH 2 £00). 
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Synthe S evonN.[2-(l,3-Dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammoniummethyls U l- 
fat 15 

Zu einer Losung von 200 mg (309 ^ol) 14 in 1:55 ml Ethylacetat/Hexan (1:1) wurden 
bei 0 °C 66 nl (696 nmol) Dimethylsulfat zugefiigt und die Reaktionsmischung fur 24 h 
bei 4 °C geriihrt. AaschlieBend wurde das Losungsmittel entfemt. Man erhielt 213 me 
(89 %) eines farblosen Ols. 

•H-NMR (CDC1 3 ): 5 = 0.75-0.9 (m; 6 H; 2 x CH 2 -CH 3 ); 1.05-1.4 (m; 40 H; 2 x CO- 
(CH 2 )2)-(CH2)4, 2 x (CH 2 )6-CH 3 ); 1.4-1.65 (m; 4 H; 2 x CO-CH 2 -CH 2 -); 1 8-2 1 (nr 8 
H; 2 x CH 2 -CH=CHCH 2 ); 2.25-2.4 (m; 4 H; 2 x CO-CH 2 -CH 2 -); 3.3-3.45 (s(breit)- 9 H- 
N(CH 3 ) 3 ); 3.61 (s; 3 H; Cft-O-S); 4.1-4.2 (m; 1 H; CH(CH 2 0 2 C-R) 2 ); 4.4-4.65 (m; 4 ' 
H; CH(CH 2 0 2 C-R) 2 ); 5.2-5.4 (m; 4 H; 2 x CH=CH). 

13 C-NMR (CDClj): 5 = 13.8 (2 x C(l 8)H 3 ); 22.4 (2 x C(17)H 2 ); 24.4 (2 x C(3)H,)- 
26.9, 27.0 (C(8)H 2 , C(l 1)H 2 ); 28.8, 28.9, 29.0, 29.05. 29.3, 29.46. 29 5 31 6 (2 x 
C(4)H 2 -C(7)H 2 , 2 x C(12)H 2 -C(16)H 2 ); 33.6 (2 x C(2)H 2 ); 53.0, 54.0 (N(£H 3 )3, £H 3 -0- 
S); 58.7 (CH(£H 2 0 2 C-R) 2 ); 69.8 (£H(CH 2 0 2 C-R) 2 ); 129.4, 129.8 (2 x CH=CH); 172 3 
(2xCH 2 £00). ~ 
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Beispiel 16 

NJ^PJ^N"'-Tetra-ter/.-butyloxycarb^ 
propylamid 16 

Eine Losung von 300 mg (0.47 mmol) Tetra-BOC-carboxyspermin in 4 ml Dichlor- 
methan wurde nacheinander mit 59 mg (0.51 mMol) Hydroxysuccinimid gelost in 2 ml 
Dichlonnethan/THF (1:1) und 106 mg (0.51 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid gelost in 
2.2 ml Dichlormethan ersetzt und 4 Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen 
des Losungsmittels wurde der Ruckstand in Essigsaureethylester aufgenommen, filtriert 
und aus dem klaren Filtrat das Losungsmittel entfemt. Der Ruckstand (335 mg 
(0.45 mMol) Tetra-BOC-Carboxyspermin-hydroxy-succinimidylester) wurde in 2.18 ml 
Dimethylformamid aufgenommen und mit 41 mg (0.45 mMol) (±)-l-Amino-2,3-pro- 
pandiol und 61.5 |al (0.45 mMol) Triethylamin versetzt Nach 3tagigem Riihren ent- 
fernte man das Losungsmittel und verteilte den Ruckstand zwischen Ether und Wasser. 
Die organische Phase wird getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels erhielt man 
ein oliges Produkt, das direkt weiterverwendet werden kann. 
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N,N',N",N"'-Tetra-/er/.-butyloxycarbonyl-6-carboxy-spermyI-2.3-dioleoyloxy-l- 
propylamid 17 

Eine Losung von 252 mg (0.35 mMol) 16 in 1.4 ml Tetrachlorkohlenstoff wurde mit 
218 mg (0.77 mMol) Olsaure, 180 mg (0.87 mMol) Dicylohexylcarbodiimid und einer 
katalytischen Menge Dimethylaminopyridin versetzt. Es wurde uber Nacht geruhrt. 
Nach Entfernung des Losungsmittels wurde der Ruckstand chromatographiert (Kiesel- 
gel, Dichlormethan mit bis zu 10 % ansteigendem Methanolanteil). Man erhielt 392 me 
(90 % d. Th.) eines Ols. - 

I3 C-NMR: 8 = 173.8, 173.3 (6lsre.-C=0), 156 (C(=0)-N, 130.0, 129.7 (Olsre. C=C) 
80.97, 79.67, 78.94 (quart.-BOC), 70.3 (Glyc. sn2), 62.6 (Glyc. snl), 59.1 (Sperm -) 
.46.5, 44.3, 43.7, 43.1 (Sperm. N-CH 2 ), 39.5 (Glyc. sn3), 38.2 (Sperm. N-CH 2 ), 34 9 
(Olsre. C-2), 31.9 (Olsre. C-16), 29.8-29.1 (6lsre.-CH 2 ), 28.4 (BOC-CH 3 ), 27.2 (Olsre 
C-8,1 1) 25.0 (Olsre. C-3), 22.7 (Olsre. C-17), 14.1 (Olsre. C-18). 
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Beispiel 18 

(6-Carboxy-spermyI)-23-dioleoyloxy-l-propyIamid 18 

Eine Losung von 195 mg (0. 16 mmol) 17 in 5 ml Dichlormethan wurde bei Raumtem- 
peratur mit 5 ml TP A versetzt. Nach 20 miri. Riihren wurde mit 100 ml Dichlormethan 
verdunnt und mit ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Die vereinigten 
organischen Phasen wurden getrocknet und das Losungsmittel abgedampft. Man erhielt 
134 mg (99 %) eines zahen Ols. 

'H-NMR (500 MHz, CDC 1 3 /CD 3 COOD 5:1) 6 = 5.33 (Olsre. 9, 10-H), 5.16 (Glycerin 
2-H), 4.25 und 4.06 (Glycerin 1-H), 4.15 (Spermin- -H), 3.55 und 3.33 (Glycerin 3-H), 
3.18 und 3.05 (Spermin N-CH 2 ), 2.3 1 (Olsre. 2-H), 2.21 (Spermin -CH 2 ), 2.01 (Olsre. 8, 
1 1-H), 1.98 (Spermin- ), 1.83 (Spermin CH 2 ), 1.57 (Olsre. 3-H), 1.30 (Olsre. 4-7, 12-17- 
H), 0.87 ppm (Olsre. 1 8-H). 

I3 C-NMR: 5 = 173.82 und 173.53 (Olsre. C-l), 154.06 (C(=0)-N), 130.17 u. 129.81 
(Olsre. C-9 u. C-10), 70 (Glycerin C-2), 63.2 (Glycerin C-l), 39.8 (Glycerin C-3), 
34.25, 34.05, 33.97 (Olsre. C-2), 32.70, 31.93 (Olsre. C-16), 30.82; 29.79, 29.57 u. 
29.35 (Olsre. CH 2 ), 27.25 (Olsre. C-8, 1 1) 25.64, 25.53, 25.32, 24.97 (Olsre. C-3), 
24.71, 22.70 (Olsre. C-l 7), 14.13 ppm (Olsre. C-l 8). 
MS (FAB): MH + : 848.6 (Ber. 848.8). 
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Beispiel 19 

Synthese von N-((N-Boc)-GlycyI)-aminopropan-2,3-diol 19 

10.00 g (36.73 mmol) Boc-Gly-OSu (Bachem) wurden zusammen mit 3 35 g 
(36 77 mmol) l-Amino-2,3-propandiol in 50 ml DMF gelfist und 18 h geriihrt Das 
Produkt woirde durch Flashchromatographie (CH 2 ,Cl 2 /MeOH; 95:5 v/v) gereinigt Man 
erhielt 8.94 g (98 %) 19 als farbloses OI. 8 

CH^T^ ,3): , tVu 5 ^' 9 ^ CH3); 328 (m; 1 H; ^H); 3.39 (m:lH; 
CH OH CH ^ wi?rE : Na TT°AL 3 - 38 1 H; CH ^ N —op ro ,); 3-78 (s; 3 H; 
7.45^tr'l H 2 t[H? ^ X 4 67 ^ S; 1 H; ° H); 6 04 (tr; 1 H; NH >' 

"C-NMR (CDC1 3 ): 5 = 28.4 (CH 3 ); 42.2 (CH,-N ri V 44 0 rCH2-N V fid n 

fCU OWV 7ft Q tm r\u\ on o / „ 2 Ci y J ' u K^riz -IN Ammjno ro J, 64.0 

(CH 2 -OH), 70.8 (CH-OH); 80.3 (quart. C Boc ); 156.6 (NC0 2 ); 174.5 (NCO) 
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Beispiel 20 

Synthese von 23-DioIeoyloxy-N-((N-Boc)-glycyl)-aminopropan 20 

8.90 g (35.85 mmol) 19 wurden zusammen mit 22.70 g (1 10.02 mmol) DCC und 
26.60 g (94.17 mmol) Olsaure in 50 ml DMF gelost. Dazu wurden 0.42 g (3.44 mmol) 
DMAP gegeben und 2 d geriihrt. Oanach wurde abfiltriert, einrotiert und das Produkt 
chromatographisch (CH 2 ,Cl 2 /MeOH; 99:1 v/v) gereinigt. Ausbeute: 19.25 g 20 als 
farbloses 01 (69 %). 

'H-NMR (CDC1 3 ): 5 = 0.89 (tr; 6 H; CH 3> olsaure ); 1 .30 (br s; 40 H; C-CH 2 -C); 1 .45 
(br s; 9 H; CH 3 Boc ); 1 .62 (m; 4 H; CH 2 -CH 2 C=0); 2.03 (m; 8 H; CH 2 -CH=CH); 2.32 
(tr; 4 H; CH 2 C=0); 3.42-3.57 (m; 2 H; CH 2 -N Aminoprop ); 3.75 (d; 2 H; CH 2 -N Gly ); 4.12 
(dd; 1 H; CH 2 -0 Aminoprop .); 4.27 (dd; 1 H; CH 2 -0 Aminoprop ); 5.08 (m; 1 H, CH-O); 5.20 
(s; 1 H; NH); 5.34 (m; 4 H; CH=CH); 6.58 (tr; 1 H; NH). 

"C-NMR (CDCI3): 5 = 14.0 (CH 3 , olsa urc); 22.7 (CH 2 , olsaurc ); 24.9 (CH 2 . 0lsaure ); 27.2 
(CH 2 , olsaure); 27.2 (CH 2 olsaure); 28.3 (CH 2 olsaure ); 29.2 (CH 2 olsaure ); 29.3 (CH 3 Boc ); 
29.5 (CH 2 . 0lsa urc); 29.8 (CH 2 . 0lsaure ); 31.9 (CH 2 . 0lsaure ); 34.0 (CH 2t o, saurc ); 34.2 (CH 2 . 
o.saurc); 39.7 (CH 2 -N Gly ); 44.5 (CH 2 -N Aminoprop ); 62.7 (CH 2 -0 Amjnoprop ); 70.2 (CH- 
0 A minopro P ); 80.3 (quart. C Boc ); 129.7 (CH=CH); 129.7 (CH=CH); 130.0 (CH=CH) 130.0 
(CH=CH); 156.1 (NC0 2 ); 169.8 (NCO); 173.2 (C0 0lsaure ); 173.4 (CO 0lsaurc ). 
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BeispieI21 

Synthese von 23-DioleoyIoxy.N-(glycyl)-aminopropan 21 

15.20 g (1 9.56 mmol) 20 wurden in 200 ml CH 2 C1 2 ATA (3:1 v/v) aufgenommen und 

T WUlde diC L ° SUng mit 200 ml CH 2 C1 2 ****** und mit 200 ml 

ges. NaHC0 3 -Losung ausgeschuttelt. Die organische Phase wurde uber MeSO. eetrock- 
net und einrotiert. Ausbeute: 1 1 .64 g (88 %) 21 als 01. 

'H-NMR (CDC1 3 ): 5 = 0.88 (tr; 6 H; CH 3 ); 1.29 (br s; 40 H; C-CH 2 -CV 1 62 for 4 H 

2^7%!*^^^ 2 01 «* 8 H; ^-C'^CH ; Z32 (t ^H^ 
CH 2 C-0) ; 3 36 1 (. ,2 H NH 2 ); 3 43-3.62 ( m 2 H; CH 2 -N Aminopro ,); 4.12 (dd; 1 H; CH 2 - 

S?^7*£i * 1 ^ CH -°— P ); 5.34 (m ; 4 H; 

"C-NMR (CDCI3): 5 =14.0 (CH 3 ); 22.6 (CH 2 , 6lsaure ); 24.8 (CH 2 . Glsaurc); 24.8 (CH 2 
Oisy); 27.1 (CH,.^ ); 29.0 (CH 2 . 0lsaure); 29.1 (CH 2 . o lsaure ); 29.2 (CH 2 , 0lsaure); 29.4 

fCH v^m t^r^ r^r^ 35 6Z7 (CH ^ N A™no Prop .); 129.6 (CHo, saure ); 129.9 
(CHo^e), 173.1 (NCO); 173.1 (COo lsaure ); 173.3 (C0 0lsaure ). 
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Beispiel 22 

Synthese von 2 r 3-DioIeoyloxy-N-(N-(N,N'N",N"'-Tetra-/er/.-butyloxycarbonyl-6- 
carboxy-spermyl)-glycyl)-aminopropan 22 

100 mg (0.15 mmol) 21 wurden zusammen mit 102 mg (0.16 mmol) (Boc) 4 -Spermyl 
COOH und 39 mg (0.19 mmol) DCC in 1 ml CH 2 C1 2 gelost und 1 8 h geruhrt. Danach 
wurde von ausgefallenem DCH abfiltriert. Das Einengen und chromatographischer Auf- 
reinigung (CH 2 Cl 2 /MeOH, 97:3) erhielt man 123.1 mg (63 %) 22 eines farblosen Ols. 

'H-NMR (CDC1 3 + 0.1 ml CD3COOD): 5 = 0.88 (tr; 6 H; CH 3 oisaure); * -28 (br s; 40 
H; C-CH 2 -C olsaure ); 1.46 (br s; CH 3iBoc ; CH 2 . Spermyl ); 1.62 (m; 4 H; CH 2 CH 2 C=0); 2.03 
(m; 8 H; CE 2 -CH=CH); 2.32 (m; 4 H; CH 2 C=0); 3.00-3.33 (m; 10 H; CH 2 - Spermyl ); 
3.33-3.62 (m; 2 H; CH 2 -N Aminoprop .); 3.95 (m; 2 H; CH 2 -N Gly ); 4.10 (m; 1 H; CH 2 -0); 
4.28 (m; 1 H; CH 2 -0); 4.30 (br s; 1 H; CH Speimyl ); 5.12 (m; 1 H; CH Aminoprop ); 5.35 (m; 
4H;CH=CH). 

I3 C-NMR (CDCI3 + 0.1 ml CD3COOD): 5 = 1 4. 1 (CH 3 , oisaure); 22.8 (CH 2 , 0 i saure ); 
25.0 (CH 2 0lsaure ); 27.3 (CH 2 , o lsaure ); 27.3 (CH 2 , olsaure ); 28.4 (CH 3 , Boc ); 28.5 (CH 3 , Boc ); 
29.3 (CH 2 o^ure); 29.3 (CH 2 , 0lsaure ); 29.4 (CH 2 , olsaure ); 29.7 (CH 2 , 0lsaure ); 29.9 
(CH 2 , 0lssure ); 32.0 (CH 2 , 0lsaure ); 34.2 (CH 2 , o, saure ); 39.7 (CH 2 -N Gly ); 43. 1 (CH 2 - 
N Ami „ 0 prop); 63.0 (CH 2 -0); 70.2 (CH-O); 79.6 (quart. C^); 80.2 (quart. C Boc ); 80.9 
(quart. C Boc ); 81.5 (quart. C Boc ); 129.8 (CH=CH); 130.1 (CH=CH); 155-158 (NCO,); 
1 73.6 (COO); 1 73.8 (COO). 
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Beispiel 23 



Synthese von 2,3-Dioleoyloxy-N-(N-(6-carboxy-spermyl)-glycyl)-aminopropan 23 

1.00 g (0.77 mmol) 22 wurden in 100 ml CH 2 C1 2 /TFA (3:1) gelost und 30 min geriihrt. 
AnschlieBend wurde vom Losungsmittel befreit. Man erhielt 1.03 g (98.80 %) 23 als 
wachsartiges Produkt. 



H-NMR (d 6 -DMSO): 6 = 0.85 (tr; 6 H; CH 3 6lsaure ); 1 .23 (br s, 44 H, C-CH 2 - 
Coisaurc/spennyi); 1-50 (m; 4 H; CH 2 CH 2 C=0); 1.67 (m; 2 H; C-CH,-C Spennyl ); 1.83 (m; 
2 H; C-CH r C SpeimyI ); 1.95 (m; 8 H; CH 2 -CH=CH); 2.23 (m: 4 H; CH. 2 CO); 2.82-3 30 

( ^\ 0 ^, N " C ^ Sp ;r ) ; T 3 -^ 1 H; CH 2- N ^no P ro,); 3.36 (m; 1 H, CH.-N^^.); 
3.74-3.88 (m; 2 H, CH 2 -N GIy ); 3.93 (br s; 1 H; CH Spermyl ); 4.01 (m; 1 H, CH 2 -0); 4.24 
(m; 1 H; CH 2 -0); 5.02 (m; 1 H; CH Ammoprop ); 5.31 (m; 4 H; CH=CH); 8.10 (br s; 6 H; 
NH); 8.33 (tr; 1 H; NHC=0); 8.98 (br s; 2 H, NH); 9.04 (tr; 1 H; NHC=0); 9.15 (br s; 1 
H; NH); 9.50 (br s; 1 H; NH). 



13 



o^S? (d «- DMSO > : 5 = 13 8 ( CH 3.0, saure ); 20.9 (CH 2 . Sper ); 22.1 (CH 2 . 0lsaure); 23.8, 
23.9 (CH 2 , Sper ); 24.4, 26.6 (CH 2 , 0lsaurc ); 26.9 (CH 2 , Sper ); 28.5-29.1 (CH 2 0lsaure ); 3 1 .3 
(CH 2 .o, saurc ); 33.4, 33.6 (CH 2 , 0lsaur! j; 36.2 (CH 2 , Sper ); 38.7 (CH 2 Sper ); 41.8 (CH 2 -N Gly ); 
43.0 CH 2 -N Aminoprop ); 43.9, 46.2 (CH 2 , Spcr ); 58.8 (CH Sper ); 62.8 (CH 2 -0); 129.5 
(CH=CH); 129.6 (CH=CH); 167.4, 168,5 (NCO Sper/Gly ); 172.2 (COO); 172.4 (COO). 
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Transfektion von adharenten HELA-Zellen mit CAT-Ptasmid 
1 Ausgangsmaterial 

1 . Medium fiir die Stammkultur HELA (ATTC-Nr. CCL 2): MEM (with EARL's 
Salts), 10 % FCS, 2 mM Pyruvat, 2 mM Glutamin, 1 x n.e. Aminosauren. 

Fur Transfektion gleiches Medium mit 5 % FCS und gleiches Medium ohne 
FCS ansetzen. 

2. pSV2-CAT-Plasmid, in TE -Puffer, Konzentration; 1 mg/ml, 5 kb. (Gorman 
CM. et aL, Mol. Cell. Biol. 2, 1044-1051 (1982)). 

3. Neue Transfektionsreagenzien: 

in MES (MES, 20 mM; NaCl, 150 mM; pH 6.2), Konzentration 1.0 mg/ml, 
beschallt (Branson-Sonifier) und sterilfiltriert 

oder 

in 99.8%igem EtOH, Konzentration 2.5 mg/ml (nicht beschallt und nicht steril 
filtriert) 

4. HEPES: Hepes, 20 mM; NaCl, 150 mM, pH 7.4, steril 

5. PBS, BM-Ident.-Nr. 210 33 1 (10 mM Puffer, 150 mM Salz), steril und nicht 
steril 

6. NaCL 150mM 

7. Lysispuffer: MOPS, 10 mM; NaCl, 10 mM, EGTA, 1 mM, Triton-X-100. 1 %, 
pH6.5. 
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2. Transfektionsansatz 

Einen Tag vor Transfektion werden die Zellen in 6 cm Petrischalen umgesetzr 
Dazu Zellen abtrypsmisieren und auf 2 x 10 5 Zellen/ml (Zellzahlbestimmung mit 
der Neubaucr-Zahlkammcr) in 5 % FCS-haltigem Medium verdunnen. 5 ml pro 
icnale. Inkubation lm Brutschrank (bei 37 °C, 5 % C0 2 ). 

Ansarg pro Srhale fur ivaHrige Lnsnn^ n des Tran^ktionsrea^n^ rTP) 7 

1. 5 ug Plasmid (= 5 ul) mit HEPES ad 1 00 ul versetzen, vortexen. 

2. 10 - 40 ug TR (= 1 0 - 40 ul) mit HEPES ad 100 u versetzen, vortexen. 

3. Losungen aus 1 . und 2. vereinigen, vorsichtig schutteln. 10 bis 15 min bei RT 
stehen lassen. 

4. Wahrend der Inkubationszeit Mediumwechsel in den Testschalen: Altes Medium 
absaugen und durch 3 ml Medium (5% FCS-haltig oder falls ohne FCS Zellen -> x 
mit PBS waschen) ersetzen. 

5> S^ id : TR - Gemisc ^ 

i-CS) geben und durch vorsichtiges Schwenken der Schale gleichmaBig verteilen. 

6. 6 h im Brutschrank (bei 37 °C, 5 % CO,) inkubieren. 

7. DanndasMediumaufeineEndkonzentrationvonFCSvonS-lO^oaufstocken 
Mediumendvolumen 6 ml. 

8. 19 him Brutschrank inkubieren. 

9. Dann Ansatz komplett absaugen und durch 5 ml Medium mit 5 - 1 0 % FCS er- 
setzen. 

Ansatz nrn Srhalt. fii r erhannli«;rhe I.osnnpen des TRl 
A — Ohne FfS im Medium- 

1 • 5 ug Plasmid (= 5 ul) + 500 ul Medium ohne FCS, vortexen. 

2. 10 - 40 ug TR (= 4 - 16 ul) + 500 pi Medium ohne FCS, vortexen. 



3. 

4. 
5. 



Zellen FCS-frei waschen: 5 ml Medium absaugen und 2 x mit PBS waschen- 
absaugen. ' 

Losungen aus 1 . und 2. vereinigen, vorsichtig schutteln. 

Plasmid-TR-Gemisch aus 4. (ca. 1020 ul) auf die gewaschenen Zellen geben 
und durch vorsichtiges Schwenken der Schale gleichmafiig verteilen. 

6 h im Brutschrank (bei 37 °C, 5 % C0 2 ) inkubieren. 
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7. Dann das Medium auf eine Endkonzentration von FCS von 5 - 10 % aufstocken. Mediumend 

8. 1 8 h im Brutschrank inkubieren. 

9. Dann Ansatz komplett absaugen und durch 5 ml Medium mit 5 - 10 % FCS 
ersetzen. 

B Mit FCS im Medium; 

1 . 5 |ig Plasmid (= 5 ^1) + 1 50 NaCl, vortexen. 

2. 10 - 40 TR (= 4 - 16 + 150 nl NaCl, vortexen. 

3. Losungen aus 1. und 2. vereinigen, vorsichtig kurz schutteln. 15 min bei RT 
stehen lassen. 

4. Wahrend der Inkubationszeit Mediumwechsel in den Testschalen: Altes 
Medium absaugen und durch 1.5 ml Medium (10 % FCS-haltig) ersetzen. 

5. Plasmid-TR-Gemisch aus 3. (ca. 320 nl) ins frische Medium geben und durch 
vorsichtiges Schwenken der Schale gleichmaBig verteilen. 

6. 6 h im Brutschrank (bei 37 °C, 5 % C0 2 ) inkubieren. 

7. Dann das Medium auf eine Endkonzentration von FCS von 5 - 10 % 
aufstocken. Mediumendvolumen 6 ml. 

8. 18 h im Brutschrank inkubieren. 

9. Dann Ansatz komplett absaugen und durch 5 ml Medium mit 5 - 10 % FCS 
ersetzen. 

3. Zell-Lyse 

1 . Absaugen des Mediums und -3maliges Waschen der Zellen mit eiskaltem PBS. . 

2. Restfliissigkeit sorgfaltig absaugen und 1 ml Lysispuffer pro Schale zugeben. 
Inkubation 30 min bei RT ? Schalen ohne Schutteln stehen lassen. 

3. Abnehmen des Zell-Ly sates mit der Pipette und Uberfuhren in 1,5 ml 
Eppendorftubes . 

4. Abzeritrifugieren der Lysate in der Tischzentrifuge, 3 min. 

5. Uberstand abnehmen und in ein frisches GefaB uberfuhren. Pellet verwerfen. 
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4. Proteinbestimmung der Lysate 

Die Proteinbestimmung wird im AnschluB an die Lyse durchgefuhrt. 

Analysiert wird mit der Proteinbestimung nach Bradford (M. Bradford, Anal 
Biochem. 72, 248 (1976)). 

Fur die weitere Untersuchung werden die Lysate eines Versuchsansatzes mit 
Samplebuffer (aus CAT-ELISA-Kit, Boehringer Mannheim, Kat.-Nr. 1363727) auf 
die gleiche Proteinkonzentration eingestellt (ca. 250 ^g/ml). 

5. Ermittlung der Transfektionseffizienz 

Untersuchung der Lysate im CAT-ELISA (Boehringer Mannheim, Kat.-Nr. 1363 
727). Es werden je 200 |il der auf die gleiche Proteinkonzentration eingestellten 
Lysate im ELISA eingesetzt. 

Vergleich der Extinktionen ergibt AufschluB iiber die Transfektionseffizienz. 
Rgkonstitution der Kit-Bestandteil e tind Verdfinnen auf Arbeitskonzentration: 

1. CAT-Standard, Flasche 1 

Zu einer Flasche Lyophilisat 0,5 ml bidest. Wasser geben und durch Schutteln 
losen. Die Konzentration (ng/ml) wird dem Etikettenaufdruck entnommen. 

Arbeitsver dunnung : 

Gelostes Lyophilisat (Konzentration siehe Flaschenetikett) mit Probenverdtin- 
nungspuffer (Flasche 7) auf 1 .0, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.0312, 0 ng/ml 
diinnen. 

2. PAK <CAT> Dig, Flasche Z 

Zu einer Flasche Lyophilisat 0,5 ml bidest. Wasser geben und durch Schutteln 
losen ( Konzentration = 0.2 mg/ml). 

Arbeitsver dunnung: 

Das geloste Lyophilisat (0.2 mg/ml) mit Probenverdiinnungspuffer (Flasche 7) 
auf 2 jig/ml verdiinnen. 

3. PAK<Dig>POD, Flasche 3 

Zu einer Flasche Lyophilisat 0.5 ml bidest. Wasser geben und durch Schutteln 
losen (Konzentration = 20 U/ml). 
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Arbeitsvgrdti nn ung; 

Das geloste Lyophilisat (20 U/ml) mit Probenverdunnungspuffer (Flasche 7) 
auf 1 50 mU/ml verdiinnen. 

4. Waschpuffer, Flasche 6 

Gebrauchsfertiger Waschpuffer wird durch mischen von 1 Teil 10 x Wasch- 
puffer (Fl. 6) mit 9 Teilen bidest. Wasser hergestellt. Der 1 x Waschpuffer wird 
fur alle Waschschritte benotigt. 

5. Probenverdunnungspuffer, Flasche 7 

Im Wasserbad Flasche-Nr. 7 auf RT bringen. Ready to use. 

6. POD-Substrat, Flasche 4 

ABTS-l-Komponentensubstrat (Flasche Nr. 4), Ready to use, auf RT 
temperieren. 
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Durchftihmng 

Die nachfolgende Tabelle bezieht sich auf die o. g. Puffer und Arbeitsverdiin- 
nungen. Die MTP-Module werden nach jedem Waschschritt auf mehrfachen 
Cellulosepapierschichten ausgeklopft. 

Fiir die Inkubationsschritte bei 37 °C wird die Platte mit einer MTP-Abdeck- 
folie beklebt. 





Arbeitsschritt 


Vo lumen 


Zeit 


Temp. 


Schutteln 


!. 


MTP-Moduistreifen entnehmen 










2. 


CAT-Enzym-Standard, 
Arbeitsverdunnungen Oder Zell-Lysate 


200 ^I/weIl 


60 min 


37 °C 




3. 


Ausschutten, 3 x waschen mit 
Waschpuffer, ausklopfen 


300 ulAvell 




18-25 °C 




4. 


PAK <CAT> DIG 
Arbeitsverdunnung 


200 pi/well 


60 min 


37 °C 




5. 


Ausschtttten, 3 x waschen mit 
Waschpuffer, ausklopfen 


300 ul/well 




18-25 °C 




6. 


PAK <DIG> POD 
Arbeitsverdunnung 


200 fil/weJl 


60 min 


37 °C 




7. 


Ausschutten, 3 x waschen mit 
Waschpuffer, ausklopfen 


300 nl/wel! 




18-25 °C 




8. 


Substratlosung 


200 ul/well 


10 min 


18-25 °C 




9. 


Messung bei 405 nrn nach ca. 10 min 
Substratinkubation 











Die Ergebnisse sind in Abbildungen 1 und 2 dargestellt. 
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Patentanspriiche 

1 . V erbindungen der allgemeinen Formel (I) 
RjO — | 

— A u (I) 

B U — 

wobei 

R, eine gesattigte oder ungesattigte C(0)-C 1 . 23 oder gesattigte oder ungesattigte C , _ 24 - 
Kette darstellt. 

A, eine 0-R 2 -Gruppe ? wobei R 2 die fur R, angegebene Bedeutung hat und gleich oder 
von Rj verschieden sein kann. 

A 2 einenNR 3 X-odereinenN + R 3 R 4 R 5 Y*-Rest, wobei 

R 3 , R 4 , die untereinander gleich oder verschieden sein konnen, Wasserstoff, eine 
Alkylgruppe mit 1 bis 4 C-Atomen, eine (CH 2 ) n -OH- oder eine (CH 2 ) n - 
NH 2 -Gruppe mit n = 2-6 bedeuten, 

R 5 , welcher gleich oder verschieden von R 3 oder R 4 sein kann, Wasserstoff, 
eine Alkylgruppe mit 1 bis 4 C-Atomen, eine (CH 2 ) n -OH-, eine (CH 2 ) n - 
Halogenid-, oder eine ((CH 2 ) m NH) 0 -(CH 2 ) n -NH 2 -Gruppe bedeuten, wobei 
m eine ganze Zahl von 2 bis 6 ist und gleich oder verschieden von n oder o 
sein kann, wobei n eine Zahl von 2 bis 6 und o eine ganze Zahl von 0 bis 4 
sein kann, 

X zusatzlich zu der Bedeutung fur R 5 , folgende Bedeutung haben kann: eine 

amidisch gebundene Aminosaure, ein amidisch gebundenes Peptid bzw. 
Polypeptid, eine -C(0)-CHR 6 N(R 7 ) 2 -, eine -C(0)-CHR 6 N + (R 7 ) 3 -, eine 
C(0)-CHR 6 N + (R 7 ) 2 R g - oder eine -C(0)-CHR 6 N R 7 R g -Gruppe, wobei 

R^ ein -(CH 2 ) m -NR 7 R 8% ein -(CH 2 ) m -N + (R 7 ) 3 - oder ein (CH 2 ) m -N + (R 7 ) 2 R 8 - 
Rest und m eine Zahl von 1 bis 5 sein kann, 

R 7 Wasserstoff oder eine Alkylgruppe mit 1 bis 4 C-Atomen, 

R 8 eine -(CH 2 ) n -N(R 7 ) 2 - oder -(CH 2 ) n -N + (R 7 ) 3 -Gruppe, wobei n eine Zahl 
von 2 bis 4 ist und R 7 die oben angegebene Bedeutung haben kann und 

Y ein pharmazeutisch akzeptables Anion ist. 

Bl ein NH[C(0)-(CH 2 )p -NH]q - Z -Rest, wobei p eine Zahl von 1 bis 6 und q eine 
Zahl von 0 bis 2 ist, 
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erne amidisch gebundene Aminosaure, ein amidisch gebundenes Peptid 
bzw. Polypeptid eine -CfOJ-CHP^N (R 7 ) 2 -, eine -CCO-CHRgN^R,),. 
eine CCO-CHR^R^ R 8 - oder eine -QCO-CHRsNR^-Gruppe dar- 
stellen und bis R 8 und m die oben angegebenen Bedeutungen haben, 



und 



B 2 



die fur A, angegebene Bedeutung haben kann und die Bedeutung von A, nur mit 
Bi, die von A 2 riur mit B 2 gilt. 

2. Verbindungen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi der Rest R, eine ge- 
sattigte oder ungesattigte C 10 _ 20 - oder C(O), 0 . 20 -Gruppe darstellt. 

3 . Verbindungen nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi die Bedeutung 
von A 2 NR 3 X mit R 3 Wasserstoff und X eine amidisch gebundene Aminosaure, ein 
Aminosaurederivat, ein Peptid bzw. Polypeptid ist. 

4. Verbindungen nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi die Bedeutung 
von B, ein NH(C(0)-(CH 2 ) p -NH) q -Z-Rest 7 wobei p die Zahl I oder 5, q 0 oder 1 
und Z erne -C(0)-CHR 6 N(R7) 2 -, eine -C(0)-CHR 6 N + (R7) 3 -, eine -C(O)- 
CHR 6 N + (R7) 2 R 8 -Gruppe ist und Rg bis R 8 die zuvor angegebenen Bedeutungen 
haben. 

5. Verbindungen nach Anspruch 1,2,3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dafi Y ein 
Halogerud, Monomethylsulfat, Acetat, Trifluoroacetat oder Phosphat bedeutet. 

6. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB es sich 
um 2-(6-Carboxyspermyl)-l,3-dioIeoyloxy-propylamid, l-(6-Carboxyspermyl)-2 3- 
dioleoyloxy-propylamid, 2,3-Dioleoyloxy-N-(N-(6-carboxyspermyl)-glycyl)-ami- 
nopropan, 2-(6-Carboxyspermyl)- 1 ,3-dimyristoyloxy-propylamid, 2-( 1 ,1 , 1 ,5,5, 1 0, 
10,14,14,14-Deca-methyl-6-carboxylspermyl)-l ,3-dioleoyloxy-propylam'id, 2-' 
(N,N,N,N',N',N'-Hexamethylornithyl)-l,3-dioleoyloxy-propylamidund/oder7-( 
N,N,N,N',N',N'-Hexamethyllysyl)-l,3-dioleoyloxy-propylamid handelt. 

7. Reagenz bestehend aus mindestens einer Verbindung der Anspriiche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Losung ein wassermischbares Losirngsmittd'enthalt. 

8. Reagenz nach Anspruch 7 dadurch gekennzeichnet, dafi die Losung ein Gemisch 
bestehend aus mindestens einer Verbindung gemafi der allgemeinen Formel (1) und 
einer anderen lipidischen Verbindung in wassermischbaren Losungsmitteln enthalt. 

9. Reagenz nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, dafi es sich bei dem 
wassermischbaren Losungsmittel um einen niedrigen Alkohol handelt. 
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10. Reagenz dadurch gekennzeichnet, dafi eine oder mehrere Verbindungen der An- 
spriiche 1 bis 6 gegebenenfalls in Gegenwart anderer lipidischer Verbindungen in 
Form von Liposomen oder anderen Aggregaten vorliegen. 

1 1 . Verfahreii zur Einschleusung von (Bio-)Molekiilen in Zellen, dadurch gekennzeich- 
net, dafi ein Reagenz der Anspruche 7 bis 1 0 verwendet wird und dieses zuerst mit 
einem anionischen Biomolekiil und anschliefiend zur Transfektion mit Zellen in 
Kontakt gebracht wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet, dafi es sich bei den einzu- 
schleusenden Molekiilen um DNA oder RNA handelt. 

13. Verfahren nach Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet, dafi das anionische Biomo- 
lekiil DNA oder ein entsprechendes Fragment ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 1 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB 2-(6-carboxy- 
spermyl)-l,3-dioleoyloxy-propylamid, l-(6-CarboxyspermyI)-2,3-dioleoyloxy-pro- 
pylamid, 2 J-dioleoyloxy-N-(N-(6-CarboxyspermyI)-glycyl)-aminopropan, 2-(6- 
carboxyypermy 1)- 1 ,3-dimy ristoy loxy-propy lamid, 2-( 1 , 1 , 1 ,5 .5 , 1 0, 1 0, 1 4, 1 4, 1 4-De- 
camethyl-6-carboxylspermyl)- 1 ,3 -dioleoy loxy-propy lamid, 2-(N,N,N,N\N\N'-He- 
xamethylornithyl)-!, 3 -dioleoy loxy-propy lamid und/oder 2-( N,N,N,N\N\N'-Hexa- 
methyllysyl)-l,3-dioleoyloxy-propylamid alleine oder gegebenenfalls in Gegenwart 
einer oder mehrerer anderer lipidischer Verbindungen verwendet wird. 
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CO 
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3/7 



HO 

HO- 




NH-> 



(M. 3 



HO^ ^ 

CH3; R2 = NHBoc 
(CH2)3-NHBoc; R 2 = NHBoc 

(CH2)3-NBoc-(CH2)3-NHBoc; R2 = N(Boc)-(CH2)3-NHBoc 




2 : R-j = CH3; R2 = NHBoc 

5 : R1 = (CH 2 )3-NHBoc: R2 = NHBoc 

11: R1 = (CH2)3-NBoc-(CH2)3-NHBoc: R 2 = N(BocHCH2)3-NHBoc 



t 




CH3; R2 = NH2 
(CH2)3-NH 2 ; R2 = NH2 

(CH 2 )3-NH-(CH2)3-NH2; R2 = NH-(CH2)3-NH2 



1 :R1 = 
4 : R1 = 
10: R1 = 



3 . R1 = 
6 ; R-| = 
12: R1 = 
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Seiten 3921-3922, XP0O2O15346 

HERMANN SCHLENK ET AL. : "The Synthesis of 
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